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) Untereinheiten von NMDA-Rezeptoren. Verf ahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung 



) Die Erfindung betrifft neue Untereinheiten fur NMDA-Re- 
zeptoren und fur sie codierende DNA-Sequenzen, sowie 
Herstellverfahren fur DNA-Sequenzen und Rezeptoren. Wei- 
terhin betrifft die Erfindung Verfahren zur Identifizierung 
funktionaler Ugandan fur diesen Rezeptor. 
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Beschreibung 

Die Erfmdung betrifft 3 ncue Untereinheiten von NMDA-Rezeptoren ihre Verwendung sowie Verfahren zum 
Auffinden von funktionellenUganden fur diese Rezeptoren. „i„ta ma ter 

Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter im zentralen Ne ^ ns ^ ten >.^ n ^l,A e j? na . 
gen Neurotransmission sind mindestens fQnf verschiedene Rezepwrs^btypfam.l.er • bete,hgtj jHJ^Ka.nat, 
AMPA/Quisqualat, AP4 und der metabotrope Glutamatrezeptor (TIPS 11, 1990 126-32. Pta«»M ^ 
views, 40, No 2,1989.143-210). Glutamatrezeptoren spielen erne wichtige Rolle in der Ca -Homoostase 

TtaafSinvolviert in eine Vieizahl physiologischer und pathophysiologischer Vorgange Bei den patho- 
V^SSSdS^Sl^Lm sind insbesondere Epilepsie. Schizophrenic. .^^^^^S^i 
ischamische Zustande unterschiedlicher Genese zu nennen. Be. den n M^M c ", 
die kognitiven Funktionen wie z. B. Lernen zu denken. Rezeptoren fur Glutamat s.nd infolgedessen mteressante 
Angriffsorte fur Pharmaka zur Behandlung der o. g. pathologischen Zustande Vt , in< ,„„^ nm -in* 

Inihrer Primarstruktur aufgeklart sind bislang einige Untereinheiten von AMPA- und Kauttraep 
Untereinheit eines NMDA-Rezeptors (NR1) sowie einige metabotrope Rezeptoren (Nature 342. 643. 1989. 
Science 249, 556, 1990, Neuron 8, 169, 1992). c-n.^nzen. die 

Es wurden nun neue Untereinheiten von NMDA-Rezeptoren der Ratte gefunden, sowie DNA-Sequenzen, die 

fur solche Untereinheiten codieren. , , ... • — , 

In Fig. 1 ist die cDNA-Sequenz von NR2A und die davon abgeleitete Polypeptidsequenz dargestellt; in Fig. 2 

und 3 die entsprechende Struktur von NR2B und NR2C. ....„„., 
Weitere geeignete DNA-Sequenzen sind solche. die zwar e.ne andere Nukleotidsequenz als die in Fig. 1. 2 
Oder 3 aufgefuhrte besitzen, die aber infolge der Degeneration des genetischen Codes fur die in Fig.1, 2 oder 3 
aufgefuhrte Polypeptidkette oderTeile davon codieren. Weiterhin sind solche DNA-Sequenzen gfeigneUie fur 
NMDA-Rezeptoruntereinheiten codieren und die unter Standardbedingungen ma der in Fig. 1. 2 oder ^3 £arge- 
stellten Nukleotidsequenz oder mit einer Nukleotidsequenz, die fflr das in F.g. 1. 2 oder 3 dargeste lte Prote n 
codiert. hybridisieren. Unter Standardbedingungen sind beispielsweise Temperaturen zw«d b en 4 2 und 58 Cm 
einer waBrigen Pufferlosung mit einer Konzentration zwischen 0,1 und 1 -SSC : (1_ SSC: 0.1 5M NaU 15mM 
Natriumnitrat pH 7.2) zu verstehen. Die experimentellen Bedingungen fur DN A-Hybnd.sierung sind m iLehrbu- 
cherder Gentechnik, beispielsweise in Sambrook et al, "Molecular Cloning", Cold Spring Harbor Laboratory. 

,9 WeSn e wu?den gentechnische Herstellverfahren fur diese Untereinheiten gefunden. AuBerdeit . wurde 
gefunden. daB sich die fQr diese Rezeptor-Untereinheiten kodierenden DNA-Sequenzen zum AufFrnden^ von 
funktionellen Liganden fur diese Rezeptoren verwenden lassen. Gegenstand der Erfindung sind darflber hmaus 
Verfahren zur Identifizierung funktioneller Uganden fur NMDA Rezeptoren. die dadurch gekennzeichnet sind. 
daB man mit Sequenzen. welche fOr NMD A-Rezeptor-Untereinheiten codieren, Zellen transfiziert, die Membra- 
nen dieser Zellen isoliert und mit diesen Membranen ubliche R«eptorbindungsexpenmente durchfuhrt Em 
weiteres erf.ndungsgemaBes Verfahren zur Identifizierung funktioneller Liganden fur NMDA Rezeptoren ist 
dadurch gekennzeichnet daB man in Zellen. welche mit DNA-Sequenzen transf.ziert wurden, die fur NMDA- 
Rezeptor-Untereinheiten codieren, Anderungen der intrazellularen Ca ++ -Konzentration nach Ligandenbin- 
dungmitfluorimetrischenMethodendetektiert w..i.« 

Die neuen Polypeptide und DNA-Sequenzen lassen sich gentechmsch unter Verwendung bekannter Metho- 
den herstellen. So kann man aus Hirngewebe mRNA isolieren und in doppelstrangige cDNA Qbersetzen. Diese 
cDNA kann als Matrize far die Polymerase-Kettenreaktion verwendet werden. Durch die Verwendung spezifi- 
scher Primer kann so unter geeigneten Reaktionsbedingungen die entsprechende cDN A amplifiziert werden. 
Durch die Verwendung geeigneter Primer kann die amplifizierte cDNA ohne vorhenge Klonierung sequenziert 
werden. Die doppelstrangige cDN A kann auch in X Vektoren z. B. k gt 10 oder X ZAP mtegnert werden um eine 
hirnspezifische cDNA Bank zu generieren. Eine solche cDNA Bank kann mit radioaktiv markierten DNA- oder 
RNA-Sonden durchgesucht werden. um Klone zu identifizieren, die Homologie mit der Hybridisierungsprobe 
aufweisen. Die dabei verwendeten Methoden sind beispielsweise in "Current Protocols in Molecular Biology" 
(Hrsg. F.M. Ausubel et aL) 1 989, ISBN 0-47 1 50338-x (VoL 1 u. 2), fur die Polymerase-Kettenreaktion in Saiki et aL 
(1985)Science.230. 1350-54 bzw. Mullis and Faloona(1988)Meth.EnzymoL, 155, 335-350 beschneben. 

Die so charakterisierte cDNA ist mit Hilfe von Restriktionsenzymen leicht zuganglich. Die dabei entstehen- 
den Fragmente, ggf. in Verbindung mit chemisch synthetisierten Oligonukleotidea Adaptoren oder Genfrag- 
menten, konnen benutzt werden, um die fur das Protein codierende Sequenzen zu klonieren. Der Embau der 
Genfragmente bzw. synthetischen DNA-Sequenzen in Klonierungsvektoren, z. B. die handelsttblichen Plasmide 
M13mpl8 oder Bluescript erfolgt in bekannter Weise. Auch kdnnen die Gene oder Genfragmente mit geeigne- 
ten chemisch synthetisierten oder aus Bakterien, Phagen, Eukaryontenzellen oder deren Viren isoherten Kon- 
trollregionen versehen werden, die die Expression der Proteine in unterschiedlichen Wirtssystemen ermogli- 

60 Die Transformation bzw. Transfektion geeigneter Wirtsorganismen mit Hybridplasmiden ist ebenfalls be- 
kannt und eingehend beschrieben (M. Wigler et aL. CelL 16 (1979). 777- 785; F.L Graham and A.J. van der Eb. 
Virology. 52 (1973). 456-467). , ^ „ji„„ m 

Bei der Expression in SSugerzellen kann man Vektoren verwenden. die das zu exprimierende Gen, in diesem 

65 Fall die fOr die hier beschriebenen Untereinheiten von NMDA Rezeptoren codierenden cDNA-Sequenzen, 
unter die Kontrolle des Maus-Metallothionein-, des viralen SV40- oder des Cytomegalievirus -Promotors setzen 
(J. Page Martin, Gene, 37 (1985), 139- 144). Notwendig fOr die Expression ist das Vorliegen des Methiomn-Start- 
codons des Gens, das fur diese Untereinheiten v n NMDA Rezeptoren codiert Man isoliert dann Klone. die 
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Kopien dieser Vektoren als Episome oder ins Genom integriert besitzea Besonders vorteilhaft ist die Integra- 
tion des Fremdgens in einen Vektor, der den Promoter des Cytomegalievirus enth&lt 

Alternativ da2U kann man Zellen mit einem geeigneten Vektor derart transfizieren, daB die transiente 
Expression der so eingebrachten DN A fur eine pharmakologische Charakterisierung der exprimierten heterolo- 
gen Polypeptide ausreicht Auch hier ist die Kontrolle der Expression durch den Promoter des Cytomegalievirus 5 
besonders vorteilhaft 

Weiterhin kann man funktionelle NMDA-Rezeptoren dadurch herstellen, daB man eine oder mehrere DNA- 
Sequenzen aus der Gruppe NR2A, NR2B und NR2C zusammen mit der DNA-Sequenz fur NR1 (Nature, 354, 31 
(1991)) in Zellen transfiziert Auf diese Art lassen sich NMDA-Rezeptoren mit unterschiedlichen Untereinheiten 
gewinnea 10 

In Verbindung mit prokaryontischen Sequenzen, die fur die Replikation in Bakterienzellen und eine Antibioti- 
ka-Resistenz kodieren, ist die Verwendung von "shuttle"- Vektoren gut geeignet Konstruktionen und Vermeh- 
rung des Plasmids erfolgen zunachst in Bakterienzellen; anschlieBend erfolgt die Umsetzung in die Eukaryonten- 
zellen. z. B. in die embryonale menschliche Nieren-Zellinie HEK 293. 

Auch andere Zellsysteme, z. B. Hefe und andere Pilze, Insektenzellen sowie tierische und humane Zellen wie 15 
z. B. CHO-, COS- und L-Zellen, konnen in Verbindung mit geeigneten Expressionsvektoren zur Expression der 
klonierten cDNA verwendet werdea 

Die eukaryontischen Expressionssysteme besitzen den Vorteil, daB sie in der Lage sind, ihre Produkte effektiv 
und meist in nativer Form zu exprimieren. Ferner besitzen sie die Fahigkeit, ihre Produkte posttranslational zu 
modifizierea 20 

Die exprimierten Rezeptorproteine konnen durch Detergenzien solubilisiert werden und durch Affinitats- 
chromatographie nach bekannten Verfahren gereinigt werden. Das reine Polypeptid kann, nach Kristallisation 
und Rontgen-Strukturanalyse oder anderen physikalischen Verfahren wie NMR oder Raster-Tunnelmikrosko- 
pie , dazu benutzt werden, die raumliche Struktur der Liganden-Bindungsstelle aufzuktarea 

Die exprimierten Rezeptorproteine konnen nach entsprechender Reinigung auch als Antigene fur die Gene- 25 
rierung polyklonaler oder monoklonaler Antikdrper dienen. Diese Antik&rper wiederum kdnnen gegebenenfalls 
fur diagnostische Zwecke verwendet werden. Eine weitere Anwendungsmoglichkeit fur solche Antikorper 
besteht in ihrer Verwendung als Hilfmittel zum rationalen Drug Design. So konnen die Rezeptor-spezifischen 
Antikorper als Antigen fur die Generierung antiidiotypischer Antikorper eingesetzt werdea Solche Antikftrper 
kdnnen fur definierte Bereiche ein Abbild des Rezeptors darstellen und fiir das Screening nach spezifischen 30 
Rezeptoriiganden oder fur das rationale Drug Design verwendet werdea 

Rezeptor exprimierende Zellinien stellen ein wichtiges Instrument im Screening nach spezifischen Rezeptorii- 
ganden dar. Dazu konnen die Membranen dieser Zellen fur Rezeptorbindungstest verwendet werden. Informa- 
tionen uber Wirkungsweise (Agonismus/Antagonismus) eines Rezeptoriiganden konnen dadurch gewonnen 
werden. daB man Zellen, die mit einer erfindungsgemaBen DNA-Sequenz transfiziert worden sind, mit einem 35 
geeigneten Reportersystem versieht. Geeignete Reportersysteme sind solche, bei denen ein Promotor, der durch 
Verbindungen des Signaltransduktionswegs (second messenger) reguliert wird, mit einem Gen fiir ein leicht 
nachzuweisendes Produkt wie Luciferase funktionell verbunden ist Solche Reportersysteme sind beispielsweise 
aus Science 252, 1424 (1991) oder Proc Natl. Acad Sci. USA 88, 5061 (1991) bekannt Ein geeigneter Promotor, 
der beispielsweise durch die intrazellulare Ca + +-Konzentration reguliert wird, ist der des fos-Gens. Auch ist es 40 
mSglich, Anderungen der intrazellularen Ca + + -Konzentration mit Fluoreszenzfarbstoffen z. B. FURA 2AM) 
direkt nachzuweisen. 

Weiterhin kann der StromfluB durch die Zellmembran in AbhSngigkeit von der Ligandenbindung gemessen 
werdea 

Aufgrund der Degeneration des genetischen Codes ist es moglich, andere DNA-Sequenzen als hier beschrie- 45 
ben, z. B. chemisch synthetisierte Gene mit unterschiedlicher DNA-Sequenz fiir die Expression der beschriebe- 
nen Untereinheiten von NMD A Rezeptoren der Ratte zu benutzea 

Mit Hilfe der Erfindung wird es moglich, Substanzen zu identifizieren und zu charakterisieren, die an den hier 
beschriebenen Rezeptor binden und dort agonistisch oder antagonistisch wirkea 

Weitere Ausgestaltungen der Erfindung sind in den Beispielen naher beschriebea 50 

Fiir gentechnische Methoden sei dazu z. B. auf das Handbuch von Sambrook et aL "Molecular Cloning", Cold 
Spring Harbor Laboratory, 1989, oder "DNA cloning", Vol. I bis III, IRI Press 1985 bis 1987, Herausgeber D.M. 
Glover, hingewiesen. 

Beispiel 55 
Isolierung von cDN A-Molekulea die f ur NMDA Rezeptoruntereinheiten der Ratte kodieren 

0,5 g GroBhirn einer Ratte wurden in 6 M Guanidiniumthiocyanat, 5 mM Natriumcitrat (pH 7,0), 0,1 M 
2-Mercaptoethanol, 0,5% Sarcosyl im ULTRA-TURRAX aufgeschlossea Grobe Zelltrummer wurden bei 3000 60 
U/min im Sorvall SS34 Rotor abzentrifugiert Die RNA wurde durch Zentrifugation durch ein 5,7-M— CsCI-Kis- 
sen 12 Stunden bei 45 000 U/min abgetrennt AnschlieBend wurde die PolyA + -enthaltende RNA-Fraktion durch 
Affinitatschromatographie an oligo (dT)-Cellulose abgetrennt 

Mit Hilfe des Enzyms AMV-Reverse Transcriptase und oligo(dT)i2-i8 als Starter wurde die polyA + -RNA in 
einzelstrangige cDNA umgeschriebea Die Synthese des zweiten Stranges erfolgte mit Exoli-DNA-Polymerase 65 
I. An die doppelstrangige cDN A wurde mit Hilfe des Enzyms T4-DN A-Ligase ein EcoRI Adaptor mit folgender 
Sequenz angesetzt: 5'AATT CCATGGATGCATGC 3 ; . Der kommerziell erhaltliche Phagenvektor X gt 10 
wurde mit dem Restriktionsenzym EcoRI linearisiert Phagen-DNA und cDNA wurden miteinander ligiert und 
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mit einem kommerziell erhaltlichen Verpackungsextrakt (Promega) zu infektidsen Phagen verpackt Die rekom- 
binanten Phagen wurde mit Ecoli C 600 Hfl auf NZYDT-Platten (GIBCO/BRL) ausplattiert und fiber Nacht bei 
37°C inkubiert Die so erhaltene cDNA-Bibliothek enthielt 2* 10* unabhangige Klone. Nach Amplication der 
cDNA-Bibliothek entsprechend herkdmmlicher Methoden wurden 500 000 Phagen mit C 600 Hfl Zelien ausplat- 
5 tiert Die Phagen wurden auf Nitrocellulose-Filter iibertragen, mit 0,5 N NaOH /15M NaCl lysiert und die 
denaturierte DNA durch 2-st0ndiges Backen bei 80° C fest an das Filter gebundeit Die Filter wurden in 
6SET-Puffer (1 SET - 0,15 M NaCl, 15 mM Tris/HCl, pH 7,4, 1 mM EDTA), 0,1% SDS und 5.Denhardt's 
L6sung(100.Denhardt - 1 g FicolL 1 g Polyvinylpyrrolidon, 1 g BSA pro 50 ml) fur 4 h bei 68° C vorhybndisiert 

Hybridisiert wurde mit einer Nick-translatierten cDN A-Probe, die folgendermaBen hergestellt wurde: 
io Zwei degenerierte Oligonukleotide wurden von Peptidregionen abgeleitet, die innerhalb bekannter Glutama- 
trezeptor-Untereinheiten stark konserviert sind. 

Diese Oligonukleotide hat ten folgende Sequenz: 

15 (A) 5 ' -GCGAATTCTGGAA (C,T)GG(C,A) TGATGGG (G, A,T, C) GA-3 ' 

(B)5'-GCGGTACCAA(A,G)GC(A,T,G)CCA(A,G) (A, G) TT ( A, T, G) GC (A f T) 
GT (A, G) T-3' 

20 

Sie korrespondieren mit den Peptidregionen WNGHHGEI (ca. 60 Aminosaurereste vom N-terminalen Ende 
der I. Transmembranregion entfernt) und YTANLA AF (am C-terminalen Ende der III. Transmembrandomane). 
Diese Oligonukleotide wurden als Primer in der Polymerasekettenreaktion (PCR) verwendet Als Template 
wurden 20 ng doppelstrangige Rattenhirn cDNA (s. o.) eingesetzt Die Primerkonzentration betrug 1 mM, das 

25 Reaktionsvolumen 50 mM. Die Reaktionsbedingungen waren: 10 mM Tris/HCl, pH 8,7, 50 mM KCl, 2,5 MgCl 2 , 
jeweils 0,2 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP. Es wurde 1 Einheit der Thermus aquaticus DNA Polymerase 
(Perkin-Elmer/Cetus) zugegeben. Es wurden 35 Zyklen durchgefQhrt mit folgendem Temperaturprofil: 94° C 30 
Sekunden, 55° C 40 Sekunden, 72°C 1 Minute. Verwendet wurde der Thermocycler 9600 von Perkin-Elmer. Die 
amplifizierte DNA (ca. 500 Basenpaare) wurde entsprechend der Herstellerangaben unter Verwendung des TA 

30 Cloning Kits (Invitrogen) in den Vektor pCR 1 000 einkloniert und vermehrt 

Zur radioaktiven Markierung wurde das einklonierte Amplifikationsprodukt mit Hilfe der Restriktionsenzy- 
me Eco RI und Hind III wieder freigesetzt durch Elektrophorese im Agarosegel vom Vektor abgetrennt und mit 
Hilfe des Geneclean II Kits (aus dem Gel) elutert Die Nick-Translation wurde mit dem Nick-Translations-Kit 
der Firma Boehringer Mannheim entsprechend der Herstellerangaben durchgeftthrt Verwendet wurde 

35 a( 32 P)-dCTP von Amersham Buchler mit einer spezifischen Aktivitat von > 3000 Ci/mmoL Die Nick-translatier- 
te DNA hatte eine spezifische Aktivitat von 5- Krdpm/u.g DNA. 

Die Nitrocellulose-Filter, an denen die Phagen-DN A haf tete (s. o.), wurden in einer Losung, die 5 • SET, 0,1 % 
SDS, 30% Formamid, 5 • Denhardt's, 10% Dextransulfat und die Nicktranslatierte Probe mit einer Konzentra- 
tion von 10 6 dpm/ml enthielt, 16Stunden bei 42° C unter leichtem Schutteln inkubiert. Danach wurden sie 

40 viermal in 2- SET/0,1% SDS bei 42° C fur 20 Minuten gewaschen, angetrocknet und einem Rdntgenfilm expo- 
niert. Klone, die beim "Screening* eine radioaktive Antwort gaben, wurden isoliert und weitergezQchtet, urn die 
entsprechende Phagen-DNA zu gewinnen. 

Phagen-DN A wurde durch Inkubation der gereinigten Phagen mit Proteinase K (ad 60 u.g/ml) bei 55°C fur 1 h 
und anschlieBender Phenol/Chloroformextraktion prapariert Nach Zugabe von 3 Volumen Ethanol (-20°C) 

45 fiel die Phagen-DNA aus und wurde mit einer sterilen Injektionsnadel in 70%iges Ethanol QberfUhrt, gewaschen 
und kurz sedimentiert Nach kurzem Trocknen des Pellets an der Luft wurde es in TE-Puffer suspendiert. 

Beispiel 2 

50 Herstellung von einzelstrangiger DNA, die fur Untereinheiten des NMDA-Rezeptors der Ratte kodiert 

Ausgangspunkt waren die in Beispiel 1 beschriebenen Phagen-DNA-Sequenzen. Sie wurden jeweils einzeln 
praparativ mit dem Restriktionsenzym Eco RI geschnitten. Die Eco RI-Fragmente, welche die cDNA-Insertio- 
nen enthielten, wurden elektrophoretisch aus dem Gel eluiert Jeweils 30 ng dieser Fragmente wurden bei 4°C 
55 fOr 12 h mit 100 ng des Eco RI geschnittenen, kommerziell erhaltlichen Klonierungsvektors M13mpl8 oder 
M13mpl9 ligiert Das Volumen des Ligationsansatzes betrug 10 ul Die Ligation wurde durch 5 minutiges 
Erhitzen auf 80° C beendet 

1/10 Volumen eines jeden Ligationsansatzes wurde zur Transformation von 100 |it kompetenten JM 101 
Zellen eingesetzt Nach Beendigung der Transformation wurden dem Transformationsansatz 60 u.1 02 M IPTG- 

60 Losung und 1 20 ul XGal (20 mg/ml) zugesetzt Dieser Ansatz wurde in NZYDT-Topagar auf NZYDT- Agarplat- 
ten mit 200 ul JM 101 Zellen (ODeoo = 1) ausplattiert Das Medium NZYDT ist kommerziell erhaltlich (GIBCO- 
BRL). Klone, welche cDN A-Insertionen enthielten, konnten aufgrund f ehlender Blauf Srbung der Plaques identi- 
fiziert werden. Die Sequenzanalyse dieser Klasse zeigte, daB 3 neue Untereinheiten eines Rezeptors gefunden 
wurden, die Homologie mit einer NMDA Rezeptor-Untereinheit des NMDA Rezeptors aufweisen. 

65 Die Klone, welche fur die neuen NMDA Rezeptor-Untereinheiten kodierten, wurden mit NR2A, NR2B und 
NR2C bezeichnet Ihre DNA— und die davon abgeleiteten Proteinsequenzen sind in den Figuren 1—3 darge- 
stellt 
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Beispiel 3 

Transiente Expression der klonierten Ratten-Rezeptorgene in HEK 293 Zellen 

Wenn nicht anders beschrieben. wurde die Zellkultur nach Lindl und Bauer, "Zell- und Gewebekultur" Giistav 

^SSXStSSu^ » DNA. welche NMDA-Rezeptor kodierende cDNA aus Befcpie. 2 ak Insertion 
enthieliwurde mit den Enzymen EcoRI und Hindlll gespalten. Das daraus result.erende^ fur den Re^ptor 
kodierende DNA-Fragment mit Qberhangenden Enden wurde mit Hilfe der Enzyme T4-pNA-Polymerase una 
SeSw-FJagment de? E coli DNA Polymerase nach Standardbedingungen (Current Protocols in Molecular 
*£Z 5«u: g ,«e Enden^u generieren^anach , wurden 

erhiltlichen Unker (Invitrogen) mit der Sequenz 5'-CTTAGAGCACA-3 \^^^^JSSSSS1 
diesen Unkern versehene DNA-Fragment wurde unter Standardbedingungen in die kommerziell erhaltlichen. 
SgSSKS^etooren pCDM8 und RC/CMV (Invitrogen) ligiert Die daraus result.erenden rekombi- 
nantenPlasmide wurden in bekannterWeisevermehrt hi„.i...^k.u hi. wner Zellzahl 

HEK 293 Zellen wurden unter Standard-Bedingungen in ^^l^S^J^Gi^uSln 
von 7 bis 8- 10 6 Zellen kultivierL Nach Trypsinierung wurden die Zellen 1 3 » M ^c^ (&b»^WgJ 
NaHCOj enthielt, verdunnt und erneut in 10 cm Petrischalen ausgesat. Danach wurden die Zellen fur 40 bis 48 n 

M £2£2SLm* DNA wurde wie folgt vorbereitet: 20 ug der DNA-Usung (1 ^ " 
CsCI-Gradient, wurden mit 437 pi Hjp versetzt, danach wurden 62,5 pi 2 M CaCl 2 zugesetzt und schheBl.ch 
500plBBS.lnnerhalbvonl0minbildetensichbeiRaumtemperaturCa -Prazipitate „_ K 

Die Losung wurde auf eine 10-cm-ZeIlkulturschale mit den nach obiger Vorschnft kultivierter. HEK 293 
Zellen gegeben Nach vorsichtiger Durchmischung wurden die Zellen 15 bis 20 h in einem lnkubator bei 
3r 03% cS kuErt Danach wurden vorsichtig 5 ml serumfreies Medium zugesetzc Nach Entfernunj ; des 25 
gesamten Mediums und Wiederholung des Waschvorgangs mit 5 ml serumfre.em M /*X.Zk^J^i£d 
10 ml Vollmedium zugesetzt Nach 48 h Inkubation mit 5% C0 2 konnten die Zellen fur pharmakologische und 
elektrophysiologischeUntersuchungenverwendetwerden. inn f ec tin der 

Alternativ wurde die DNA auch Liposomen-vermittelt in die Zellen eingebracht Dabei wurde Lipofectin der 
Firma GIBCO-BRL den Herstellerangaben entsprechend eingesetzt *> 

Beispiel 4 

Expression der NMDA Rezeptor-Untereinheiten in Oozyten 

Zur Herstellung von cRNA wurden die entsprechende cDNA welche fur die NMDA L Re ? e P»?£^^^^^^ 
ten kodiert, in das mit EcoRI gespaltene Plasmid Bluescript (Stratagene) nach Standard-Protokollen emktomert 
Die cDNAs wurden durch Spaltung mit dem Restriktionsenzym EcoRI aus der oben beschnebenen X Pnagen- 
DNA freigesetzt und elektrophoretisch gereinigt „ . „,„rA* 

Nach Vermehrung der Bluescript-Klone, welche fur Untereinheiten des NMDA Rezeptors codieren, wurde 
nach Standard-Methoden Plasmid-DN A gewonnen. Diese Plasmid DNA wurde mit dem R«triktionsenzym Not 
I gespalten und zur in vitro Transkription eingesetzt Die Transknption wurde von dem T3 oder T7 Promotor 
gestartet und unter Standard-Bedingungen entsprechend dem in vitro Transkriptionskit von Stratagene durch- 

^ZuTixpression der Rezeptoruntereinheiten wurden 10 ng cRNA der (NR2A NR2B oder NR2C) entweder 45 
einzeln oder in Kombination mit NR1 (Nature. 354, 31 (1991)) in Oozyten injiziert .die aus ; dem Krallenfrosch 
Xenopus laevis explantiert worden waren (C. Methfessel et aU Pflttgen .Arch. 407. J77. (198% D.e_ Oozyten 
wurden in OR-2 (923 mM NaCl. 23 mM KC1. ImM NajHPO*. 5 raM HEPES, 1 mM MgCb. 1 mMCaCh, g '' 
Polyvinylpyrolidon. pH 7,2 mit dem Zusau von 4 ug/ml Zinacef und 100 U/ml Penstrep) bei 19 C inkub.ert 
24 Stunden nach der Injektion wurden die Oozyten mit Kollagenase (Typ II Sigma) behandelt (1 mg/ml in OR-2 so 
fOr 1 Stunde) Elektrophysiologische Ableitungen wurden 2-6 Tage nach Injektion der cRNA vorgenommea 
Dabei wurde eine 2 Elektroden-"Voltage clamp" Konfiguration benutzt mit einem TEC 01 C Amplifier (NPl 
Electronic, Tamm, Deutschland). Wahrend der elektrophysiologischen Messungen wurden *e ?ozyten mit 
normaler Frosch Ringerlosung NFR ( 115 mM NaCl, 23 mM KC1. 1,8 mM CaCl 2 , 10 mM HEPES, pH 7,2) 
perfundiert. 55 

Beschreibung der Fig. 1 —3 

Fig 1 cDNA-Sequenz der NMDA-Rezeptoruntereinheit NR2A (5146 Nukleotide). Der filr den Rezeptor 
codierende Teil erstreckt sich von Pos, 432 bis 4823; unter der DNA-Sequenz ist die Polypeptidsequenz im 60 
Ein-Buchstaben-Code dargestelU (1446 Aminosfiuren). , 

Fig. 2 cDNA-Sequenz der NMDA-Rezeptoruntereinheit NR2B (5359 Nukleotide). Der fOr den Rezeptor 
codierende Teil erstreckt sich von Pos. 857 bis 5359; unter der DNA-Sequenz ist die Polypeptidsequenz im 
Ein-Buchstaben-Code dargestellt(1482Aminosauren). 

Fig. 3 cDNA-Sequenz der NMDA-Rezeptoruntereinheit NR2C (4738 Nukleotide). Der fur den Rezeptor 65 
codierende Teil erstreckt sich von Pos. 674 bis 3559; unter der DNA-Sequenz ist die Polypeptidsequenz im 
Ein-Buchstaben-Code dargestelU (962 Aminosauren). 
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Patentansprilche 

1. DNA-Sequenzen die far NMDA-Rezeptoruntereinheiten codieren und die aus der Gruppe, die von 

a) DNA-Sequenzen der in Fig. 1,2 oder 3 beschriebenen Struktur, 

b) DNA-Sequenzen, die fur Proteine mit der in Fig. 1 . 2 oder 3 beschriebenen Struktur codieren, und 

c) DNA-Sequenzen, die unter Standardbedingungen mit DNA-Sequenzen a) oder b) hybridisieren und 
nicht for NR1 codieren, gebildet wird, ausgewahlt sind. 

2. Verfahren zur gentechnischen Herstellung von NMDA-Rezeptoruntereinheiten unter Verwendung von 
DNA-Sequenzen gemaB Anspruch 1. 

3. Verwendung von DNA-Sequenzen gema3 Anspruch 1 zur Identifizierung funktionaler Liganden fur 
NMDA-Rezeptoren. 

4. Verfahren zur Identifizierung funktionaler Uganden fur NMDA-Rezeptoren, dadurch gekennzeichnet, 
daB man mit einer fur einen NMDA-Rezeptor codierenden DNA-Sequenz gemaB Anspruch 1 Zellen 
transfiziert, die Membranen dieser Zellen isoliert und mit diesen Membranen Ubliche Rezeptorbindungsex- 
perimente durchf Uhrt 

5. Verfahren zur Identifizierung funktionaler Liganden fur NMDA-Rezeptoren, dadurch gekennzeichnet, 
daB man mit einer fur einen NMDA-Rezeptor codierenden DNA-Sequenz gem&B Anspruch 1 Zellen 
transfiziert und die in diesen Zellen durch Bindung der Liganden an den Rezeptor verursachte Veranderung 
des second messenger Spiegels durch ein Reportersystem detektiert 
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ZEICHNUNGEN SEITE 1 Numm r: DE 42 16 321 A1 

lnt.Cl. s : C12N 15/11 

Offenleflungstag: 18. November 1993 

Figur 1 

10 30 ,» • .",§ 9 \ 

a;AGGAGCAGGACTGCGAGAGGGTGTCCA(4GAGCGCT»GAGGACCG.GC^GTCGCTGTCC 

70 90 HO 

GGAGTGGAACAGAAAGCTGAGCCAGGGCTCTAGAAGAGAGGCTCCTGAGGTGCTGTGCCT 

130 150 170 

GAGCATGGGGCTGGATGAGGTCTGAGAGTCGCGGCGGCAGCAATCAGCCCTGGAGATGAC 

190 210 230 

CAGGGGTGGCCACTGCTGAGAACTATGTGGAGAGAGGCTGCGAGCCCTGCTGCAGAGCCT 

250 270 290 

CCGGCTGGGATAGCCGCCCCCCGTGGGGGTGATGCGGACAGCGCGGGACAGCCAGGGGAG 

310 330 350 

CGCGCGGGGGCCGCAGCATGCGGGAACCCGCTAAACCTGGTGGCTGCTGAGGCGGCCGAG 

370 390 410 

ATGCTCGTGCGCGCAGCACGCCCCATTGCATCCTCCACCTTCTCCGGCTACAGGGACCCT 

430 450 470 

AAGTGGCGACCATGGGCAGATTGGGCTACTGGACCTTGCTGGTATTGCCGGCCCTTCTGG 
MGRLGYWTLLVLPALLV 

490 510 530 

TCTGGCGCGATCCGGCGCAGAACGCGGCGGCGGAGAAGGGTCCTCCAGCGCTGAACATTG 
WRDPAQNAAAEKGPPALNIA 

550 570 -590 

CGGTGCTGCTGGGTCACAGCCACGACGTGACAGAACGCGAACTTCGAAATCTGTGGGGCC 
VLLGHSHDVTERELRNLWGP 

610 630 650 

CAGAGCAGGCAACCGGCTTGCCCCTGGATGTGAACGTGGTGGCGTTATTGATGAACCGCA 
EQATGLP LDVNVVALLMNRT 

670 690 710 

CTGACCCTAAGAGCCTCATCACGCATGTGTGCGACCTCATGTCCG(^GCGCGCATCCACG 
DPKSLITHVCDLMSGARIHG 

730 750 770 

GCTTGGTGTTTGGAGATGACACGGACCAGGAGGCTGTGGCCCAGATGCTGGATTTTATCT 
LVFGDDTDQEAVAQMLDFIS 

790 810 830 

CCTCACAGACTTTTATCCCCATCTTGGGCATTCATGGGGGTGCATCTATGATCATGGCTG 
SQTFIP ILGIHGGASMIMA D 

850 870 890 

ACAAGGATCCGACATCCACGTTCTTCCAGTTTGGAGCCTCCATCCAGCAGCAAGCCACAG 
KDPTSTFFQFGAS IQQQATV 

910 930 950 

• ' 

TTATGCTGAAGATCATGCAGGACTACGACTGGCACGTCTTCTCCCTGGTCACCACCATCT 



ZEICHNUNGEN SEITE 2 Numm r: DE 42 16321 A1 

lnt.CI»: C12N 16/11 

Offenlegungstag: 18. November 1993 

Figur 1 Forts. 

MLKIMQDYDWHVFSLVTTIF 

970 993 l 9 lV * 

TCCCTGGCTACCGAGACTTCATCAGCTTTATCArtGACAfiCAGTGGACAAtAGCTTTGTGG 
PGYRDFISFIKTTVDNSFVG 

1030 1050 . 1070 

GCTGGGATATGCAGAACGTGATCACACTGGACACCTCCTTCGAGGACGCCAAGACGCAGG 
WDMQNVITLDTSFEDAKTQV 

1090 1110 1130 

TCCAGCTGAAGAAGATCCATTCTTCTGTCATCCTGCTCTACTGCTCCAAAGACGAGGCTG 
QLKKIHSSVILLYCSKDEAV 

1150 1170 1190 

TCCTCATCCTGAGCGAGGCTCGCTCCCTCGGCCTCACTGGCTATGATTTCTTCTGGATTG 
LILSEARSLGLTGYDFFWIV 

1210 1230 1250 

TCCCCAGTTTGGTGTCTGGGAACACAGAGCTCATCCCCAAAGAGTTTCCATCAGGTCTCA 
PSLVSGNTELIPKEFPSGLI 

1270 1290 1310 

TTTCAGTCTCTTATGACGACTGGGACTACAGCCTGGAGGCAAGAGTGAGAGACGGTCTTG 
SVSYDDWDYSLEARVRDGLG 

1330 1350 1370 

GGATCTTAACCACTGCCGCATCCTCC^TGTTGGAGAAGTTCTCCTACATTCCTGAGGCCA 
ILTTAASSMLEKFSYIPEAK 

1390 1410 1430 

AGGCCAGCTGCTATGGGCAGGCAGAGAAGCCAGAGACCCCGCTACACACCCTGCACCAAT 
ASCYGQAEKPETPLHTLHQF 

1450 1470 1490 

TCATGGTCAATGTGACTTGGGATGGCAAGGACTTGTCCTTCACTGAGGAAGGTTACCAGG 
MVNVTWDGKDLSFTEEGYQV 

1510 1530 1550 

TGCACCCCAGGCTTGTGGTGATCGTGCTGAACAAGGACCGGGAGTGGGAAAAGGTGGGCA 
HP RLVVIVLNKDREWEKVGK 

1570 1590 1610 

AGTGGGAGAACCAGACGCTGAGCCTGAGGCACGCTGTGTGGCCAAGGTACAAGTCCTTTT 
WENQTLSLRHAVWPRYKSFS 

1630 1650 1670 

CTGACTGCGAGCCAGATGACAACCACCTCAGCATTGTCACCTTGGAGGAAGCCCCCTTCG 
DCEPDDNHLSIVTLEEAPFV 

1690 1710 1730 

TCATCGTAGAGGACATAGACCCCCTGACTGAGACCTGTGTGAGGAACACGGTGCCCTOTC 
IVED IDPLT ET CVRNTVP CR 

1750 1770 1790 

GGAAGTTCGTCAAGATCAACAATTCAACCAACGAAGGGATGAATGTGAAGAAATGCTGCA 
KFVKINNSTNEGMNVKKCCK 

308046/489 



ZEICHNUNGEN SEITE 3 Nummer: DE 42 16 321 A1 

Int. CI. 6 : C12N 16/11 

Offenlegungstag: 18. N vember1993 

Figur 1 Forts. 

1810 1830 1850 

AGGGGTTCTGCATCGACATCCTCAAGAAGCTOTCCAGAACV^ 

GFCIDILKK i R; T!"V, Y D L 

, \ ' \ . ' -•^ 
1870 1890 1910 

TCTACCTGGTGACCAATGGGAAGCATGGGAAAAAGGTTAACAATGTGTGGAATGGAATGA 
YLVTNGKHGKKVNNVWNGMI 

1930 1950 1970 

TAGGTGAAGTGGTCTATCAACGAGCAGTCATGGCTGTGGGCTCACTCACCATCAATGAGG 
GEVVYQRAVMAVGSLT I N E E 

1990 2010 2030 

AGCGTTCGGAAGTGGTGGACTTCTCGGTGCCCTTCGTGGAGACAGGAATCAGCGTCATGG 
RSEVVDFSVPFVETGISVMV 

2050 2070 2090 

TCTCC^GGAGTAATGGCACTGTCTCCCCTTCTGCTTTCCTCGAACCCTTCAGTGCCTCCG 
SRSNGTVSPSAFLEPFSASV 

2110 2130 2150 

TCTGGGTGATGATGTTTGTGATGCTGCTCATCGTCTCAGCCATTGCTGTCTTCGTTTTTG 
WVMMFVMLL IVSAIAVFVFE 

2170 2190 2210 

AATACTTCAGTCCTGTTGGATACAACAGAAACTTAGCCAAAGGGAAAGCTCCCCACGGGC 
YFSPVGYNRNLAKGKAPHGP 

2230 2250 2270 

CTTCTTTTACTATTGGAAAAGCTATATGGCTCCTCTGGGGCCTGGTCTTCAACAATTCTG 
SFTIGKAIWLLWGLVFNNSV 

2290 2310 2330 

TGCCTGTCCAGAATCCTAAAGGCACAACCAGCAAGATCATGGTGTCAGTGTGGGCCTTCT 
PVQNPKGTTSKIMVSVWAFF 

2350 2370 2390 

TTGCTGTCATCTTCCTGGCCAGTTACACAGCCAACCTGGCTGCCTTCATGATCCAGGAGG 
AVIFLASYTANLAAFMIQEE 

2410 2430 2450 

AGTTTGTGGACCAAGTGACTGGCCTCAGTGACAAGAAGTTCCAGAGACCTCATGACTATT 
FVDQVTGLSDKKFQRP HDYS 

2470 2490 2510 

CTCCACCTTTCCGATTTGGGACGGTACCCAATGGAAGTACAGAGAGGAATATTCGTAACA 
PPFRFGTVPNGSTERNIRNN 

2530 2550 2570 

ACTACCCCTATATGCACCAGTACATGACCAGATTCAACCAGAGGGGAGTGGAGGATGCCT 
YPYMHQYMTRFNQRGVEDAL 

2590 2610 2630 

TGGTCAGCTTGAAAACCGGGAAGTTGGACGCTTTCATCTATGACGCAGCCGTCTTGAACT 
VSLKTGKLDAFIYDAAVLNY 

2650 2670 2690 



ZEICHNUNGEN SEITE 4 Numm r: DE 42 16321 A1 

Int. CI.*: C12N 15/11 

Offenlegungstag: 18. Nov mber1993 

Figur 1 Forts. 

ACAAGGCCGGGAGGGATGAAGGCTGTAAACTGGTGACCATTGGGAGCGGGTACATCTTTG 

K A G R D E G C K L V T , I S . , G „Y I F A 

. ■» > •» ■> 

2710 2730 ' ; : "*: • 275C'' 

CTAGCACAGGCTATGGAATTGCGCTGCAGAAGGGCTCACCCTGGAAGAGGCAGATTGACC 
STGYGIALQKGSPWKRQIDL 

2770 2790 2810 

TCGCTCTGCTCCAGTTTGTTGGTGATGGTGAGATGGAGGAGCTGGAGACACTGTGGCTTA 
ALLQFVGDGEMEELETLWLT 

2830 2850 2870 

CGGGCATCTGCCACAACGAGAAGAATGAGGTGATGAGTAGCCAGCTGGACATCGATAACA 
GICHNEKNEVMSSQLD IDNM 

2890 2910 2930 

TGGCGGGCGTGTTCTACATGCTGGCTGCAGCCATGGCCCTCAGCCTCATCACCTTCATCT 
AGVFYMLAAAMALSLITFIW 

2950 2970 2990 

GGGAGCACCTCTTCTACTGGAAGCTGCGCTTCTGCTTCACAGGCGTGTGCTCTGACCGGC 
EHLFYWKLRFCFTGVCSDRP 

3010 3030 3050 

CCGGGCTGCTCTTCTCCATCAGCAGGGGCATCTATAGTTGCATCCATGGGGTACACATTG 
GLLFSISRGIYSCIHGVHIE 

3070 3090 3110 

AAGAAAAG7AGAAATCTCCAGATTTCAATCTGACTGGATCACAGAGCAACATGCTAAAGC 
EKKKSPDFNLTGSQSNMLKL 

3130 3150 3170 

TTCTTCGGTCAGCTAAAAACATCTCCAATATGTCCAACATGAACTCCTCAAGAATGGACT 
LRSAKNISNMSNMNSSRMDS 

3190 3210 3230 

CACCTAAAAGAGCTACTGACTTCATTCAAAGAGGGTCACTTATTGTGGACATGGTTTCAG 
PKRATDFIQRGSL IVDMVS D 

3250 3270 3290 

ACAAGGGAAATTTGATATATTCAGACAACAGATCCTTTCAAGGGAAGGACAGTATATTTG 
KGNLIYSDNRSFQGKDSIFG 

3310 3330 3350 

GAGACAACATGAATGAACTCCAAACATTTGTGGCCAACAGGCACAAGGATAATCTCAGTA 
DNMNELQTFVANRHKDNLSN 

3370 3390 3410 

ACTATGTGTTTCAAGGACAGCATCCTCTCACTCTCAATGAGTCCAACCCTAACACAGTAG 
YVFQGQHPLTLNESNPNTVE 

3430 3450 3470 

AGGTGGCTGTCAGCACTGAATCCAAAGGGAACTCCCGACCCCGGCAGCTTTGGAAGAAAT 
VAVSTE SKGNSRPRQLWKKS 

3490 3510 3530' 

CCATGGAGTCTCTACGCCAGGATTCTCTAAACCAGAACCCAGTCTCCCAGAGGGATGAGA 

ME S LRQ D S L N QNP--V S Q RD E K WQnjul/AOtx 

308 046/489 



ZEICHNUNGEN SEITE 5 Numrn r: DE 42 16 321 A1 

Int. CI. 6 : C12N 16/11 

Offenlegungstag: 18. November 1993 

Figur 1 Forts. 

3550 3570 3590 



AGACTGCAGAGAATCGGACCCACTCGCTA^bACT 

T A E N R T H S L K \S : P\.R„X L ,?,;.E EVA 

3610 3630 3650 

CCCACTCTGACATTTCAGAAACCTCAAGCCGGGCCACATGCCACAGGGAGCCAGATAACA 
HSDISETSSRATCHREPDNN 

3670 3690 3710 

ATAAGAACCACAAGACCAAGGATAACTTCAAACGGTCAATGGCCTCTAAGTATCCCAAGG 
KNHKTKDNFKRSMASKYPKD 

3730 3750 3770 

ACTGTAGCGATGTTGACCGCACCTACATGAAAACCAAAGCAAGTTCTCCCAGGGATAAGA 
CSDVDRTYMKTKASSPRDKI 

3790 3810 3830 

TCTATACCATTGATGGTGAGAAGGAGCCCAGCTTCCACTTAGATCCTCCTCAGTTTGTTG 
YTIDGEKEPSFHLDPPQFVE 

3850 3870 3890 

AG AATAT AACCCTGCCTGAGAAT GT GGGCTTCCCAGATACCTACCAAGATCACAATGAGA 
NITLPENVGFPDTYQDHNEN 

3910 3930 3950 

ACTTCCGCAAGGGGGACTCCACACTGCCCATGAACAGGAACCCATTACATAATGAAGACG 
FRKGDSTLPMNRNPLHNEDG 

3970 3990 4010 

GGCTTCCCAACAATGACCAATATAAACTCTATGCCAAGCACTTTACCTTGAAAGACAAGG 
LPNNDQYKLYAKHFTLKDKG 

4030 4050 4070 

GTTCCCC ACACAGT GAGGGCAGTGATC GATACCGGCAGAACTCCACACATTGCAGAAGCT 
SPHSEGSDRYRQNSTHCRSC 

4090 4110 4130 

GCCTTTCGAATCTGCCCACCTACTCAGGCCACTTTACCATGAGGTCTCCTTTCAAGTGTG 
LSNLPTYSGHFTMRSPFKCD 

4150 4170 4190 

ATGCCTGTCTGCGGATGGGGAATCTCTATGACATTGATGAAGACCAGATGCTTCAGGAGA 
ACLRMGNLYDIDEDQMLQET 

4210 4230 4250 

CAGGTAACCCAGCTACTCGGGAGGAGGTCTACCAGCAGGACTGGTCACAGAACi^ACGCCC 
GNPATREEVYQQDWSQNNAL 

4270 4290 4310 

TCCAGTTCCAGAAGAACAAGCTAAGGATTAACCGACAGCACTCCTATGATAACATTCTGG 
QF Q KN K L R I NRQ H S Y D N I L-D 

4330 4350 4370 

ACAAACCCAGAGAGATAGACCTTAGCAGGCCCTCCCGGAGCATAAGCCTCAAGGACAGGG 
KPREIDLSRPSRS ISLKDRE 

4390 4410 - 4430 
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ZEICHNUNGEN SEITE 6 Numm r: DE 42 18321 A1 

IntCI.*: C12N 15/11 

Offenlegungsteg: 18. November 1993 



Figur 1 Forts. . . 

AACGGCTACTGGAGG^ 

R L 4 450 E 4470 ^ " 449b 

4510 4530 4550 

TCTTGCCAGACCACGCCTC^ 



4590 4610 



L P D H 
4570 

TAGTTATCGGGAGATGTCCCTCGGACCCTTACAA 

4630 4650 4670 

atgacagctatcttcggtcatcctt^^ 

4690 4710 4730 

GGGGCCACAGTGATGTGTATATTTCAGAGW 

4750 4770 4790 

CC*TGTACTCTACCCC<*(^ 

4810 4830 4850 

TGCCTAGTATCGAATCTGATGTTTAAGATCTTCCATCAGTATTTATCTATAAGGAAACAT 
P S I E S D V 

4870 4890 4910 

ATAGAATGGCCAACATTATAGAGGGTAAATGTTGGATGTCCGATAGCACCCTACTAGGAG 

4930 4950 4970 

GAAGAGGGTACAGGGAGGTACTTTTTGTTGGCTCTTTTGCACATGGCTCCATGCCATAAT 

4990 5010 5030 

CTTCC^CTCAAGGAATCTTGTGAGATATGTGCTGAGCACAGCATATACCACGTAGGTGAA 

5050 5070 5090 

TCCTTAACCAAAAACAAATAAATACACATGGGCAAGTCTCCCAGACATGGCGACTGGGCA 

5110 5130 
CGGCGGCAATAATGGTGCATCAGACGGCGATGGTGACATTGTGGTT 



308046/489 



ZEICHNUNGEN SEITE 7 Nummer: DE 42 16 321 A1 

Int. CI.*: C12N 16/11 

Offenlegungstag: 18. November 1993 

Figur 2 

10 30 .> 

• TCOCCCGGCTCCCMCMCAGCWkC^^ 

70 90 110 

CCTTTTTGAGAAAGGAAGGTCCTCCCCCACCCCCTTTCCAGCACCACTTCCTTGGGTTCC 

130 150 170 

TTCACCTCTAGGAAATCTCGGGGCTTGGCTCAATGGAGAAGCGCTTCTCGGGTCAAGCTG 

190 210 230 

CCTCTCCATCCCCGGCATCCAGCGGAGGCTCATCCGAAATACATTTCCTTCTGCTCTGCA 

250 270 290 

AAGAGTCGTAGTGAACTTCCCAACCCGAGAGACTGATCATCTATCCTGCTTTGCAGAAAG 

310 330 350 

GAAATCTCTCAAACCCTCGACACCCGCCACCCCTCTCCGAAGAGTGCCACCGCGGAGGTG 

370 390 410 

CTCAGAACCGGAAGGGACGCTTTGGGAATGACCATCGTCTACGGAGGGACAGAGCCTGCC 

430 450 470 

CCCAGCTTCTCCACACAGAGACTCCTCTACTAAGCTCCAAAAATTAAAAGAAAAAAGAAA 

490 510 530 

AAGAAAAAAGATCAATCTGTAATTGCTGAAGACTCCTTAAATATATATATATATATATAT 

550 570 590 

ATTCGGGCTACTAACCTCACATGCACATGGGATAATGACTCTGGATTCTGCATTGTGAGC 

610 630 650 

TGCTCTCCACACCCTGAGATCCCCTCTTAOVTTACATTTTTTCCTTTGAATTTGCATCTC 

670 690 710 

GTCAAGACACAAGATTAAAACCGAAATTTACACTACACTGGATTTTAAATTTTCTTCCGT 

730 750 770 

TCCTTTATCCTCCGTCTTTCTTATGTGGATATGCAAGCGAGAAGAGGAGCCCTGGATATT 

790 810 830 

• • • * • 

CCCAACATGCTCTCT CCCTTAATCTGT CCGCCTAGAGGTTTGGCGTCTACAAACCAAGAG 

850 870 890 

AGCCGACTAGCTGAAGATGAAGCCCAGCGCAGAGTGCTGTTCCCCCAAGTTCTGGTTGGT 
MKPSAECCSPKFWLV 

910 930 950 

GTTGGCCGTCTTGGCCGTATCAGGCAGCAAAGCTCGTTCCCAAAAGAGCCCCCCCAGCAT 
LAVLAVSGSKARSQKSPPS I 

970 990 1010- 

CGGCATCGCTGTCATCCTCGTGGGCACTT^GACGAAGTGGCCATAAAAGACGCCCACGA 
GIAVILVGTSDEVAI KDAHE 



308048/469 



ZEICHNUNGEN SEITE 8 Nummer: DE 42 16321 A1 

Int. CIA CUN 16/11 

Offenlegungstag: 18. N vember1993 

Figur 2 Forts. 

1030 1050 _ I>%1 .107$ 

GAAAGATGACTTCCATCATCTCTCAGTAG CTCCCCG'iGTGcJASCTCGTAGCCATGAACGA 
K D D F H H L S V V 2. R *V B- L V M N E 

1090 IHO 1130 

AACTGACCCAAAGAGCATCATCACCCGTATCTGCGATCTTATGTCTGACCGGAAGATCCA 
TDPKS I ITRICDLMSDRKIQ 

1150 H70 1190 

GGGGGTGGTGTTCGCGGATGACACCGACCAAGAAGCCATCGCTCAGATCCTCGACTTCAT 
GVVFADDTDQEAIAQILDF I 

1210 1230 1250 

TTCTGCTCAGACTCTCACCCCCATCCTGGGCATCCATGGGGGCTCATCTATGATAATGGC 
SAQTLTPILGIHGGSSMIMA 

1270 1290 1310 

GGATAAGGATGAGTCCTCCATGTTCTTCCAGTTTGGCCCGTCTATCGAACAGCAAGCTTC 
DKDES SMFFQFGPSIEQQAS 

1330 1350 1370 

CGTCATGCTCAACATCATGGAAGAATATGACTGGTACATCTTTTCCATCGTCACCACCTA 
VMLNIMEEYDWYIFSIVTTY 

1390 1410 1430 

CTTCCCTGGCTACCAGGACTTTGTGAACAAGATCCGCAGTACCATCGAGAACAGCTTCGT 
FPGY QDFVNKIRSTIENSFV 

1450 1470 1490 

GGGCTGGGAGCTCGAGGAAGTCCTCCTGCTAGACATGTCTCTGGACGATGGCGACTCTAA 
GWELEEVLLLDMSLDDGDSK 

1510 1530 1550 

GATTCAGAATCAGCTGAAGAAGCTCCAAAGCCCCATCATTCTCCTTTATTGCACGAAGGA 
IQNQLKKLQSPIILLYCTKE 

1570 1590 1610 

GGAAGCCACCTACATTTTTGAAGTAGCTAACTCAGTTGGGCTGACTGGCTACGGCTACAC 
EATYIFEVANSVGLTGYGYT 

1630 1650 1670 

GTGGATTGTGCCGAGTCTGGTGGCCGGGGATACGGACACGGTGCCTTCAGAGTTCCCCAC 
WIVPSLVAGDTDTVPSEFPT 

1690 1710 1730 

GGGGCTTATCTCTGTGTCTTATGATGAATGGGACTATGGCCTTCCTGCCAGAGTGAGAGA 
GLISVSYDEW DYGLPARVRD 

1750 1770 1790 

TGGAATTGCCATCATCACCACTGCTGCCTCGGACATGCTGTCCGAACACAGTTTCATCCC 
GIAIITTAASDMLSEHSFIP 

1810 1830 1850 

TGAGCCCAAGAGCAGTTGCTACAACACCCACGAGAAGAGGATCTACCAGTCTAACATGTT 
EPKSSCYNTHEKRIYQSNML 

1870 1890 1910 

308046/489 



ZEICHNUNGEN SEITE 9 Nummer: DE 4a . 1S *". A1 

kit CIA C12N 16/11 

Off nlegungstag: 18. Nov mber1993 

Figur 2 Forts. 

GAATAGGTATCTGATCAATGTCACTTTTG^GGGAG^AACCTGTCCTTCAGCGAAGATGG 
N R Y L I N V T F; S , G R . N L - S F. S E u 

1930 «.i95C " i"970 

CTACC^GATGCATCCGAAGCTGGTGATAATCCTTCTGAACAAGGAGAGG^GTGGGAGA^ 

1990 2010 2030 

GGTGGGGAAATGGAAGGACAAGTCCCTGCAGATGAAGTATTATGTGTGGCCTCG(^TGTG 
VGKWKDKSLQMKiiVWrK.nV' 

2050 2070 2090 

TCCTGAGACTGAGGAGCAAGAGGATGACCATCTGAGCATTGTCACCTTGGAGGAGGCGCC 
PETEEQEDDHLS IVTLEEAr 

2H0 2130 2150 

ATTTGTCATTGTGGAAAGCGTGGACCCTCTCAGTGGAACCTGCATGAGG^TACAGTCCC 
FVIVESVDPLSGTCMRNiVf 

2170 2190 2210 

GTGCCAGAAGCGCATCATCTCTGAGAATAAAACAGATGAGGAACCAGGCTACATCAAAAA 
CQKRIISENKTDE EPGYIKK 

2230 2250 2270 

ATGCTGCAAGGGGTTCTGTATTGACATCCTTAAGAAAATTTCTAAGTCTCTGAAGTTCAC 
CCKGFCIDILKKISKSVKFT 

2290 2310. 2330 

CTATGACCTTTACCTGGTGACCAATGGCAAGCAC&3GAAGAAGATTAATGGGACCTGGAA 
YDLYLVTNGKHGKKINGTWN 

2350 2370 2390 

TGGCATGATCGGTGAGGTGGTCATGAAGAGGGCCTACATOTCAGTGGGATCACTAACTAT 
GMI GEV VMKRAYMAVGSLTI 



2410 



2430 2450 



CAATGAAGAACGGTCAGAGGTGGTTGACTTCTCTGTACCCTTCATAGAAACTGGCATCAG 
NEERSEVVDFSVPFIETGIS 

2470 2490 2510 

TGTCATGGTATCTCGCAGCAATGGGACTGTGTCACCTTCTGCCTTCTTAGAGCCATTCAG 
VMVSRSNGTVSPSAFLEPFS 

2530 2550 2570 

CGCTGACGTGTGGGTGATGATGTTTGTGATGCTGCTCATTGTTTCTGCGCTGGCTGTCTT 
ADVWVMMFVMLLIVSAVAVF 

2590 2610 2630 

TGTCTTTGAATACTTCAGCCCTGTGGGTTACAACAGGTGCCTAGCCGATGGCAGAGAGCC 
VFEYFSPVGYNRCLADGREP 

2650 2670 2690 

AGGAGGCCCATCTTTCACCATCGGCAAAGCAATTTGGTTACTCTGGGGTCTGGTGTTTAA 
GGPSFTI GKAIWLLWGLVFN 

2710 2730 2750 

OU^CTCCGTACCTGTGO^GAACCCAAAGG^ACCACCTCCAAGATCATGGTGTCAGTGTG 
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ZEICHNUNGEN SEITE 10 Numm r: DE4216321 A1 

Intel.*: C12N 15/11 

Offenleflunastag: IB. November 1993 

rigur 2 Forts. 

NSVPVQNPKGTTSKIMVSVW 

2770 £79,0* 2810 

GGCCTTCTTTGCTGTCATTTTCCTGGC^AGCTAC^CTGCCAACTTAG'CAGCCTTCATGAT 
AF F AV I F LA" "S Y T AN LAAF M I 

2830 2850 2870 

CCAAGAGGAGTATGTGGACCAGGTTTCTGGCCTGAGTGACAAGAAGTTCCAGAGACCTAA 
Q E EYVDQVSGLSDKKFQRPN 

2890 2910 2930 

TGACTTCTCACCCCCTTTCCGCTTTGGGACTGTGCCCAATGGCAGCACAGAGAGGAATAT 
DFSPPFRFGTVPNGSTERNI 

2950 2970 2990 

CCGTAATAACTATGCAGAAATGCATGCCTACATGGGAAAGTTCAACCAAAGGGGTGTAGA 
RNNYAEMHAYMGKFNQRGVD 

3010 3030 3050 

TGATGCATTGCTCTCCCTGAAAACAGGGAAGCTTGATGCATTCATCTATGATGCAGCTGT 
DALLSLKTGKLDAFIYDAAV 

3070 3090 3110 

GCTCAACTACATGGCTGGAAGGGACGAAGGCTGCAAACTGGTGACCATTGGCAGTGGCAA 
LNY MAGRDEGCKLVTIGSGK 

3130 3150 3170 

GGTCTTTGCTTCTACCGGCTATGGCATTGCTATCCAAAAGGACTCCGGGTGGAAGCGCCA 
VFASTGYGIAIQKDSGWKRQ 

3190 3210 3230 

GGTGGACCTGGCTATCCTGCAGCTGTTTGGAGATGGGGAGATGGAAGAACTGGAAGCTCT 
VDLAILQLFGDGEMEELEAL 

3250 3270 3290 

CTGGCTCACTGGCATTTGCCACAATGAGAAGAATGAGGTGATGAGCAGCCAGCTGGACAT 
WLTGICHNEKNEVMSSQLDI 

3310 3330 3350 

CGACAATATGGCAGGTGTCTTCTATATGTTGGGGGCAGCCATGGCCCTCAGCCTCATCAC 
DNMAGVFYMLGAAMALSLIT 

3370 3390 3410 

CTTCATCTGTGAGCATCTGTTCTATTGGCAGTTCCGGCATTGCTTCATGGGTGTCTGTTC 
F I CEHLF YWQFRHCFMGVC S 

3430 3450 3470 

TGGCAAGCCTGGCATGGTCTTCTCCATCAGCAGAGGTATCTACAGCTGTATCCATGGGGT 
GKPGMVFSISRGIYSCIHGV 

3490 3510 3530 

AGCCATAGAGGAGCGCCAATCCGTGATGAACTCCCCCACTGCCACCATGAACAACACCCA 
AIEERQSVMNSPTATMNNTH 

3550 3570 3590 

CTCCAACATCCTACGCTTGCTCCGCACGGCCAAGAACATGGCCAACCTGTCTGGAGTAAA 
SNILRLLRTAKNMANLSGVN 



ZEICHNUNGEN SEITE 11 Numm r: DE 42 18 321 A1 

lntCI.»: C12N IB/11 

Offenlegungstag: 18. Nov mber1993 

Figur 2 Forts. 

3610 3630 ^ ^ 3650 

CGGCTCCCCTCAGAGTGCCCTGGACT^A^CGCCGA^STCCTCCOTCTAC^CATCTC 
GSPQSALDF; I R'* E S S V^Y D I b 

3670 3690 3710 

TGAGCATCGTCGCAGCTTCACGCATTCAGACTGCAAGTCTTACAATAACCCACCCTGTGA 
EHRRSFTHSDCKSYNNtfrt-e- 

3730 3750 3770 

GGAAAACCTGTTCAGTGACTACATTAGCGAGGTAGAGAGAACATTTGGTAACCTGCAGCT 
ENLFSDYISEVERTt ^wijU^ 

3790 3810 3830 

GAAGGACAGCAATGTGTACCAAGACCACTATCACCATCACCACCGGCCACACAGCATCGG 
KDSNVYQDHYHHHHRPH^x^ 



3850 



3870 3890 



CAGCACCAGCTCCATTGATGGGCTCTATGACTGTGACAACCCACCCTTCACCACCCAGCC 
STSSIDGLYDCDNPPFTlUf 



3910 



3930 3950 



CAGGTCAATCAGCAAGAAACCCCTGGACATCG^CCTGCCCTCCTCCAAACATAGCCAGCT 
RSISKKPLDIGLPSSKHSQi- 



3970 



3990 4010 



CAGCGACCTGTATGGCAAGTTCTCTTTCAAGAGTGACCGCTACAGTGGCCACGACGACTT 
SDLYGKFSFKSDRYSGHDDi. 

4030 4050 4070 

GATTCGATCGGATGTCTCCGACATCTCCACGCACACTGTCACCTATGGGAACATCGAGGG 
IRSDVSDISTHTVTYGNIEG 

4090 4110 4130 

CAACGCAGCCAAGAGGAGGAAACAGCAGTATAAGGACAGTCTAAAGAAGCGGCCAGCCTC 
NAAKRRKQQYKDSLKKRPAS 

4150 4170 4190 

GGCCAAATCGAGGAGGGAGTTTGATGAAATCGAGCTGGCCTACCGTCGCCGACCACCCCG 
AKSRREFDEIELAYRRRPPR 

4210 4230 4250 

CTCCCCGGACCACAAGCGCTACTTCAGGGACAAAGAAGGGCTCCGAGACTTCTACCTGGA 
SPDHKRYFRDKEGLRDFYLD 

4270 4290 4310 

CCAGTTCCGAACAAAGGAGAACTCGCCTCACTGGGAGCACGTGGACTTGACTGACATTTA 
QFRTKENSPHWEHVDLTDIY 

4330 4350 4370 

CAAAGAACGCAGTGACGACTTCAAGCGAGATTCGGTCAGTGGAGGTGGGCCCTGTACCAA 
KERSDDFKRDSVSGGGPCTN 



4390 4410 4430 

;tcacctcaaacacggaacgggcgagaagcacggagtggtaggcgg 

HLKHGTGEKHGVVGG 
4450 4470 . 4490 
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PWEKNLTN D,,W K, ; tN-R % S .<? ; G NFC 



4510 4526V: : ' - . ««0 

3CTGT 

R S C P S K L 



CCGCAGCTGTCCTTCCAAGCTGCACAATTACTCCTCGACGGTG^AGGG^G^CTCGGG 



4570 



4590 4610 



CCGGCAGGCCTGCATCAGATGTGAGGCCTGTAAG^G^TGGTAACCTGTACGACATCAG 
RQACIRCEACKKAGNLYDZb 

4630 4650 4670 

CGAGGACAACTCCCTGCAGGAACTGGACCAGCCGGCTGCCCCCGTGGCTGTGACATCCAA 
EDNSLQELDQPAAPVAVT5>n 

4690 4710 4730 

CGCCTCCAGCACCAAGTACCCTCAAAGCCCGACTAATTCCAAGGCT^G^GAAGAATCG 
ASSTKYPQSPTNSKAUr>.«.wK 

4750 4770 4790 

GAACAAACTKGCCGGCAGCATTCCTACGACACC^CGTGGACCTGCAGAAGGAGGAGGC 
NKLRRQHS YDTFVDLQKEEA 

4810 4830 4850 

CGCCTTGGCCCCACGCAGCGTGAGCCTGAAAGACMG^CCGATTCATGGATGGGAGCCC 
ALAPRSVSLKDKGRFMDGSf 



4870 



4890 4910 



CTACGCCCATATGTTTC^GATGCCAGCTGGTGAGAGCTCCMTGCCAACAAGTCCTCAGT 
YAHMFEMPAGESSFANKSSV 



4930 



4950 4970 



GCCCACTGCCGGACACCACCACAACAACCCCGGCAGCGGCTACATGCTCAGCAAGTCGCT 
PTAGHHHNNPGSGYMLSKSL 

4990 5010 5030 

CTACCCTGACCGGGTCACGCAAAACCCTTTCATCCCCACTTTTGGGGATGACCAGTGCTT 
YPDRVTQNPFIPTFGDDQCL 

5050 5070 5090 

GCTTCACGGCAGCAAATCCTACTTCTTCAGGCAGCCCACGGTGGCAGGGGCGTCAAAAAC 
LHGSKSYFFRQPTVAGASKT 

5110 5130 5150 

AAGGCCGGACTTCCGGGCCCTTGTCACCAATAAGCCAGTGGTGGTCACCCTTCATGGGGC 
RPDFRALVTNKPVVVTLHGA 

5170 5190 5210 

TGTGCCAGGTCGTTTCCAGAAGGACATTTGTATAGGGAACCAGTCCAACCCCTGTGTGCC 
VPGRFQKDICIGNQSNPCVP 

5230 5250 5270 

TAACAACAAAAACCCCAGGGCTTTCAATGGCTCCAGCAATGGACATGTTTATGAGAAACT 
NNKNPRAFNGSSNGHVYEKL 

5290 5310 5330' 

TTCTAGTATTGAGTCTGATGTCTGAGTGAGGGAAGAGAGAGAGGTTAAGGTGGGTACGGG 
SSIESDV 308046/489 
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Figur 2 Forts. 
5350 



. AGGGATAGGGCTGTGGGCC 
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ZEICHNUNGEN SEfTE 14 Nummer: DE 42 16321 A1 

IntCI*: C12N 15/11 

Offenlegungstag: 18. November 1993 

Figur 3 

10 " * 20 :so 

GGGCGGCATCCAGGCCGGCCACCCG^ 

70 90 110 

GAGCTCGCAGCCAGCGTGCCAGCTCGCGGGGGCTGGCGCTGGGACGAGCACCGCCGGAGA 

130 150 170 

CTGTCGCGGGCTTTGGGCGTGGGTGAAGCGCCCTTCCCGAAGCCGCTGGGGCAAGGAATC 

190 210 230 

GGGGCAGGGGCAAGAGCCAGAGCCGAGGCTGGGTTTGACCAGAGCGCGGGGAGTTGGAAA 

250 270 290 

GGAGACAGAGCTCCGAGAGCAAAAAACCAGCTATAGCAGTTGGTGAGCTGGTCCCTGCTG 

310 330 350 

GGTACCTGCTGCTTCCACCGACCCCCTCCCTCATTGGGGATTTCCCCAGACGCTGCCCCC 

370 390 410 

AACGTCTTGGTTCCCCTCAGCTCTCGTGCTCCAAAAGAAGGGTGGTAGGAAAAGGCCACG 

430 450 470 

GGAGAGCCTGCGCTCCGGTGCCCTGGGCCTGGAAGCACCGGTTGGCAGCTGTGGTCTCTT 

490 510 530 

GGGGCTTAACCAGGACCCCCGACGGCTGAGAGGAGAAGCCCAAGCCTTTGGCTGCCGGAA 

550 570 590 

GGTTTTGTGCTTGGCCTAGGGAGGTTCTCTCTTCTCTGTCCTTGGCTGTGTGGTCTCTGC 

610 630 650 

CCTTCCTTCCTTCCTGTTGTCCATCTACCTCTCTCTATGCCTGCTCTGGTTCTCTGCAGA 
670 690 710 

CCCTCC^GGTGACATGGGTGGGGCCCTAGGGCCCGCCCTGCTGCTCACTTCACTCCTTGG 
MGGALGPALLL.TSLLG 

730 750 770 

TGCTTGGGCAAGGCTGGGCGCAGGGCAGGGAGAACAGGCCGTGACTGTGGCGGTGGTGTT 
AWARLGAGQG E Q AVTVAVVF 

790 810 830 

TGGCAGCTCTGGGCCACTGCAGACCCAGGCCCGGACTCGTCTTACCTCCCAGAACTTCCT 
GSSGP LQTQARTRLTSQNFL 

850 870 890 

GGACCTGCCTCTGGAGATCCAGCCACTCACCGTAGGGGTCAACAATACCAATCCCAGCAG 
DLPLEIQPLTVGVNNTNPS'S 

910 930 950 

CATCCTCACCCAAATCTGCG^CTTCTGGGTGCCGCCCGTGTCCACGGCATCGTCTTTGA 
ILTQICGLLGAARVHGIVFE 

970 990 1010 

308 046/489 



ZEICHNUNGEN SEfTE 15 Nummer: DE 42 16 321 A1 

Int. CI. 5 : C12N 15/11 

Offenl gungstag: 18. November 1993 

Figur 3 Forts, 

DNVDTEAVAQLLDFVSSQTH 

1030 ,10S0 ;'Yf.V , ^ 1070 

CGTGCCCATCCTCAGCATCAGCGGAGGCTCTGCTGTGGXCCTCACCCCCAAGGAGCCCAC 
VPILSISGGSAVVLTPKEPT 

1090 1110 H30 

GTCCGCCTTCCTACAGCTGGGCGTGTCCCTGGAGCAGCAGCTGCAGGTGCTGTTC^GGT 
SA FLQLGVSLEQQLQVLFKV 

1150 1170 1190 

cx:tggaggaatacgactggagcgcgttcgcggtcatcaccagcctgcatccgggccacgc 

LEEYDWSAFAVITSLHPGHA 
1210 1230 1250 

gctcttcctcgaaggcgtgcgcgccgtcgcggaccgcagctacctgagctggcggctgct 
lflegvravadrsylswrll 

1270 1290 1310 

ggacgtgctcacgctggagctaggtccgggtgggccgcgagcgcgcactcagccgctgct 
dvltlelgpggprartqpll 

1330 . 1350 1370 

acgccaggtcgacgcgccggtgctggtggcttactgctcccgtgaagaggccgaggtgct 

RQVDAPVLVAYCSREEAEVL 

1390 1410 1430 

CTTCGCTGAGGCTGCACAGGCTGGCCTGGTGGGACCCGGGCACGTGTGGTTGGTACCTAA 
FAEAAQAGLVGPGHVWLVPN 

1450 1470 1490 

CCTGGCGCTGGGAAGCACCGACGCACCCCCTGCAGCTTTCCCGGTGGGCCTCATCAGTGT 
LALGSTDAPPAAFPVGLISV 

1510 1530 1550 

GGTCACCGAGAGTTGGCGCCTTAGTCTACGCCAGAAGGTTCGCGACGGAGTGGCCATTCT 
VTESWRLSLRQKVRDGVAIL 

1570 1590 1610 

GGCCCTCGGTGCCCACAGCTACCGACGCCAGTACGGTACCCTGCCAGCCCCGGCTGGGGA 
ALGAHS YRRQYGTLPAPAGD 

1630 1650 1670 

CTGCCGAAGCCACCCGGGACCCGTCAGCCCTGCTAGGGAGGCCTTCTACAGGCATCTGCT 
CRSHPGPVSPAREAFYRHLL 

1690 1710 1730 

GAATGTCACCTGGGAGGGCCGAGACTTCTCTTTCAGCCCTGGTGGGTACCTGGTTCGGCC 
NVTWEGRDFSFSPGGYLVRP 

1750 1770 1790 

(^ccatggttgtgatcgccctcaaccggc^ccgcctctg^agatggtgggacggtgg'ga 
tmvvialnrhrlwemvgrwd 

1810 • 1830 1850. 

ccatggagtcctgtacatgaagtatccagtatggcctcgctacagcacttctctgcagcc 
hgvlymkypvwpry s tslqp 

308046/489 
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Int. CI. 5 : C12N 16/11 

Off nlegungstag: 18. November 1993 

Figur 3 Forts. 

18.70 1890 1910 

tgtggtggacagccggcacctgacags^pgccacactggaagma^^^gCtttgtcattgt 
v v d s r h l t v ; a; t l . e e r p ■ f v i v 

1930 1950 1970 

GGAGAGCCCTGACCCTGGCACAGGTGGCTGTGTTCCCAACACCGTGCCCTGCCGCAGACA 
ESPDPGTGGCVPNTVPCRRQ 

1990 2010 2030 

GAGCAACCACACCTTCAGCAGCGGGGATCTAACCCCCTACACCAAGCTCTGTTGTAAGGG 
SNHTFSSGDLTPYTKLCCKfa 

2050 2070 2090 

CTTCTGCATCGACATCCTCAAAAAGCTGGCCAAGGTGGTCAAGTTCTCCTACGACTTGTA 
FCIDILKKLAKVVKFSYDLY 

2110 2130 2150 

CCTGGTGACCAACGGCAAACACGGCAAGAGGGTTCGTGGTGTGTGGAACGGCATGATCGG 
LVTNGKHGKRVRGVWNGMIG 

2170 2190 2210 

GGAGGTATACTACAAGCGGGCAGACATGGCCATCGGCTCCCTCACCATCAATGAGGAGCG 
EVYYKRADMAIGSLTINEER 

2230 2250 2270 

CTCTGAGATTATAGATTTCTCTGTGCCTTTTGTGGAGACCGGCATCAGTGTTATGGTATC 
SEIIDFSVPFVETGISVMVS 

2290 2310 2330 

AAGGAGCAACGGCACCGTCTCCCCCTCAGCTTTTCTGGAACCCTACAGCCCTGCCGTGTG 
RSNGTVSPSAFLEPYSPAVW 

2350 2370 2390 

GGTGATGATGTTCGTGATGTGTCTCACGGTGGTTGCCATCACTGTCTTCATGTTCGAGTA 
VMMFVMCLTVVAITVFMFEY 

2410 2430 2450 

CTTCAGCCCTGTC^GCTACAACCAGAACCTCACCAAGGGCAAGAAACCTGGTGGACCATC 
FSPVSYHQNLTKGKKPGGPS 

2470 2490 2510 

TTTCACCATTGGCAAGTCCGTGTGGTTGCTGTGGGCACTGGTCTTCAACAACTCTGTTCC 
FTIGKSVWLLWALVFNNSVP 

2530 2550 2570 

CATCGAGAACCCCCGGGGTACCACCAGCAAGATCATGGTCCTGGTGTGGGCCTTCTTCGC 
IENPRGTTSKIMVLVWAFFA 

2590 2610 2630 

TGTCATCTTCCTCGCTAGCTATACGGCCAATCTGGCGGCCTTCATGATCCAGGAGCAATA 
VIFLASYTANLAAFMIQEQY 

2650 2670 2690 

CATCGACACTGTGTCGGGCCTTAGTGACAAGAAGTTTCAGCGGCCTCAAGACCAATACCC 
IDTVSGLSDKKFQRPQDQYP 

2710 2730 .... 2750 



« 



ZEICHNUNGEN SEfTE 17 Nummer: DE 42 16 321 A1 

lnt.CI«: C12N 15/11 

Offenlegungstag: 18. November 1993 

Figur 3 Forts. 

.ACCCTTCCGTTTTGGCACGGTACCTAACGGCAGO\CAGAGAGGAACATCCGTAGCAACTA 

P F R F G T V P N, 8iS,t 'S-'R^ X; R S N Y 

* * •» ■* • ' "* * 

2770 2790" 'v. •■ " 2C10 

CGGTGACATGCACACCCACATGGTCAAGTTCAACCAGCGCTCGGTGGAGGACGCTCTCAC 
GDMHTHMVKFNQRSVEDALT 

2830 2850 2870 

AAGCCTGAAGATGGGGAAGCTGGACGCCTTCATCTATGATGCTGCTGTGCTCAACTACAT 
SLKMGKLDAFIYDAAVLNYM 

2890 2910 2930 

GGCGGGCAAGGACGAAGGCTGCAAGCTGGTCACC^TTGGGTCTGGCAAAGTCTTTGCCAC 
AGKDEGCKLVTIGSGKVFAT 

2950 2970 2990 

CACTGGCTATGGCATTGCCATGCAGAAAGACTCCCACTGGAAGCGGGCCATAGACCTGGC 
TGYGIAMQKDSHWKRAIDLA 

3010 3030 3050 

ACTCCTGCAACTTCTGGGGGATGGAGAGACGCAGAAGCTGGAGACAGTGTGGCTCTCAGG 
LLQLLGDGETQKLETVWLSG 

3070 3090 3110 

GATCTGCCAGAACGAGAAGAATGAGGTGATGAGCAGCAAGCTGGACATTGACAACATGGC 
ICQNEKNEVMSSKLDIDNMA 

3130 3150 3170 

GGGGGTCTTCTACATGCTGTTGGTGGCCATGGGACTGGCCCTTCTGGTCTTTGCCTGGGA 
GVFYMLLVAMGLALLVFAWE 

3190 3210 3230 

GCACCTGGTCTACTGGAAACTTCGACACTCGGTGCCCAACTCATCCCAGCTGGACTTCCT 
HLVYWKLRHSVPNSSQLDFL 

3250 3270 3290 

GCTGGCTTTCAGC^GGGGCATCTACAGCTGCTTCAACGGGGTACAGAGCCTTCCGAGTCC 
LAFSRGIYSCFNGVQSLPSP 

3310 3330 3350 

CGCACGGCCGCCCAGCCCGGATCTCACCGCAGACTCAGCCCAGGCCAATGTGCTGAAGAT 
ARPPSPDLTADSAQANVLKM 

3370 3390 3410 

GCTGCAGGCGGCCCGAGACATGGTGAACACCGCGGACGTGAGCAGCTCTTTGGACCGCGC 
LQAARDMVNTADVSSS LDRA 

3430 3450 3470 

CACTCGCACCATCGAGAACTGGGGCAACAACCGCCGCGTGCCTGCTCCCACCGCCTCTGG 
TRTIENWGNNRRVPAPTASG 

3490 3510 3530 

CCCGCGGTCCTCCACCCCGGGTCCTCCGGGACAACCGAGCCCCAGCGGCTGGGGCCTCCT 

PRSSTPG.PPGQPSPSGWGLL 

« 

3550 3570 3590 

GGTGGGGGCCGCACCCCGCTAGCGCGCAGGGCCCCGCAGCCTCCGGCTCGCCCCGCGACG 
V G A A P R 
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Figur 3 Forts. 

3610 3630 3650 

TGCGGGCCACCTTTGCCCGATGTGTCQC^ 

3670 3690 3710 

TGGCCGGTGCGAGTTGGGCATCAGGGACCGCACGTCTCGGCTTCCGAGCGGCGCGCGCTC 

3730 3750 3770 

CCGGAGCGCTCTCTGTTGCCCGCGCACTGCCACTACAGTTCCTTCCCTCGAGCGGAGAGA 

3790 3810 3830 

TCCGGGCGCCCCTACCTCCCGTTATTCCCGGAGCCCCCGGAGCCCGACGACCTGCCTCTG 

3850 3870 3890 

CTCGGGCCGGAACAGCTGGCTCGGCGGGAAGGAATGCTGCGCGCGGCCTGGGCCCGGGGC 

3910 3930 3950 

CCGCGCGCTCGCCACGCTTCCTTGCCCAGCTCGGTGGTAGAAGCTTTCACTCGATCCAAC 

3970 3990 4010 

CCTCTGCCTGCCAGGTGTACCGGTCACGCCTGTGCCTGCCCGTGCCCCCAAAGCCGGCCA 

4030 4050 4070 

TCCTGCAGGCACTTGGCTCAGGCACAGTCGCTGAGGCTGCCGTCCTACCCGGCGGCCTGT 

4090 4110 4130 

GTGGAGGGCTGTACCAGCATGGGGTGGCCACCTGGCAGCCCAGACAGCACGTCTGCCTGC 

4150 4170 4190 

ACGCCCATACCCGCCTGCCGTTCTGTTGGGGAACTGTCTGCCGTGACCCTCACCCTGTAC 

4210 4230 4250 

C^GCCACAGCCCCTGGCTCATTGGAACCTGGGAGCCTCCAGCACACAGAGTCAGGACCCT 

4270 4290 4310 

GGGGCTAGGCACAGGCTACAGGGACAGTGGGGTGCTGGAAGAGGTCAGCAGGGAAGCCTG 

4330 4350 4370 

TGGGACACAAGGTTTTCCAAGGTCCTGCACCTGGAGGCGGGTCTCCAGCCTGGAATCAGA 

4390 4410 4430 

AGTGTGAGGTTACTGGCAGCTTTGGTTCCTGCTGGACTGGCTTCTGTGGCCGGCCTTGGC 

4450 4470 4490 

AGGTTTGGGGGACAGGCCAGCTTGGGCTCCTCTGGCTTCTATTTTGAAATCCTGGCCATG 

4510 4530 4550 

GACCCCAGTGAAAAGGATATCTTCCAGGCCCAGCTTTTGACTTAGTGTGGGCTGGGATCT 

4570 4590 4610 

TGTTCATCACATGACCTCTTKGGTGGTCACAGGGAGTAAAAATGTGTCCCTGTCCTGTT 

4630 4650 4670 

GTCAGCTAGTTCCTAGTTGTGGTTGCTGTGGCCTTGGGTTGGGGACACAGAAATTGGAAA 

308046/489 
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Figur 3 Forts, 

■ 4690 4710 „ 4730 

TCGAGGTTGGGGTGGGGCCATCCCACTTCTTTGCGCCAATftGCIWGrTTCTTTTCAT 
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